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摘要：酸响应化学传感器已广泛用于哺乳动物细胞的成像，但目前缺乏用于研究酸性环境与细菌相互作用的细菌定位
探针．为此，设计合成了一个电势差响应阳离子探针ＣＭ－ＲＢ，它由一个具有蓝色荧光的香豆素和一个带正电荷的酸敏感
罗丹明结构单元构成．对ＣＭ－ＲＢ进行ｐＨ滴定、毒性测试及其在酸性环境下细菌内部的荧光响应研究．结果表明：ＣＭ－
ＲＢ在细菌跨膜负电势的驱动下，聚集在细菌内部时产生蓝色荧光；当细菌处于酸性条件下时，探针的酸敏感罗丹明结
构单元产生红色荧光．ＣＭ－ＲＢ的活细菌靶向性及ｐＨ 关联双色响应显示该探针具有用于细菌内部酸化过程分析的可
行性．
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　　细菌的生命活动经常受外界环境变化的影响．在
各种环境因素中，酸性是影响细菌生存的不利因素［１］．
一些细菌进化后形成了有效的机制来降低苛刻酸性
环境的影响，如肠道细菌能够有效地通过极度酸性的
胃并引起宿主的肠道感染［２］．据报道，细菌能够通过自
我调节使细胞溶质在酸性环境中保持较高的ｐＨ［３］，
有助于它在通过人的胃时能够幸存下来．细菌内部ｐＨ
对细菌细胞的生长、钙调节、内吞作用、趋药性、细胞
黏附等过程有至关重要的影响［４］，因此测定细菌内部
ｐＨ变化对于研究其耐酸性机制、致病机理及预防有
害细菌感染等方面具有重要意义．
目前，已有一些方法应用于响应细菌内部ｐＨ 的
变化，如：利用遗传密码的扩张策略将非天然氨基酸
整合到特定蛋白，再通过生物正交结合引入一个酸敏
感探针以检测肠道细菌周质的ｐＨ 变化［５］．本课题组
通过新陈代谢使Ｄ－赖氨酸共轭的酸敏感染料进入到
大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）和金黄 色 葡 萄 球 菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）的肽聚糖中，用于感应免疫
吞噬过程中细菌内部ｐＨ的变化［６］．虽然效果明显，但
这些方法相对复杂且耗时．对ｐＨ 敏感的绿色荧光蛋
白 （ＧＦＰ）［７］也被用于细菌内囊泡ｐＨ测量，但实际应
用时受限于非囊泡区域荧光团嘈杂的背景［８］．而采用
３１Ｐ化学转移的核磁共振（ＮＭＲ）技术［９］检测细胞ｐＨ
则需要非常高的细胞浓度，且时间分辨率低，响应时
间短，所需设备昂贵［１０］．
荧光标记法因其灵敏度高、亮度好、分辨能力高、
应用简便等优点而被广泛应用［１１］，如细胞内ｐＨ荧光
探针用于细胞、酶、组织活动等方面的研究［１２］．但是用
于研究细菌与酸性环境作用的ｐＨ 荧光探针并不
多［１３］，而应用最广的是２，７－二（２－羧基乙基）－５（和６－）－
羧基荧光素［１４］及其衍生物．不过，该类探针难以定位
细菌，易从细胞内泄漏，且其单荧光发射难以用于ｐＨ
变化的定量分析［１５］．
目前将荧光探针引入细菌内的方式多样，其中采
用显微镜下注射［１６］、高渗溶菌作用［１７］、载体介导的内
吞作用［１８］等方式引入探针会扰乱细胞静息状态的生
理机能［１９］；而利用二乙酸酯的膜渗透作用将探针（如
荧光素二乙酸酯［２０］）引入细胞内部的方式则存在荧光
探针容易泄漏到细胞外的问题．一些研究小组采用电
穿孔的方式将带负电荷的荧光分子（如８－羟基－１，３，６－
芘三磺酸［２１］）引入细胞内来测定其内部ｐＨ，但是由于
带负电荷的分子不容易被内部显负电性的细胞吸收
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而导致效率低下．因此，如果荧光探针分子能以正电荷
的形式利用跨膜电势驱动进入细菌细胞内，不但可以
提高效率，而且避免了上述的一系列问题．
由于罗丹明及其衍生物具有优良的物理性能，如
较长的可见区域、较高的荧光量子产率和较大的吸收
系数，使其作为荧光标记物得到广泛应用［１１］．细菌结
构与哺乳动物细胞的线粒体结构相似［２２］，具有
－１８０～－１４０ｍＶ的跨膜负电势，在电场驱动下阳离
子亲脂性染料能有效地积聚在线粒体内［２３］．因此，带
有正电荷的基于酸敏感罗丹明衍生物的荧光探针，有
望用于研究细菌与酸性环境之间的相互作用．
本研究设计合成了一个包括起内标作用的香豆
素结构单元和带正电荷酸敏感的罗丹明结构单元的
电势差响应阳离子探针（ＣＭ－ＲＢ），对其进行ｐＨ 滴
定、毒性测试并研究其在酸性环境下细菌内部的荧光
响应．
１　实验部分
１．１　试剂和仪器
荧光素和香豆素购自 Ａｄａｍｓ试剂公司；２－（７－氧
化苯并三氮唑）－Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四甲基脲六氟磷酸酯
（ＨＡＴＵ）、１－羟基苯并三唑、（±）－２，２′－双－（二苯膦
基）－１，１′－联萘（ＢＩＮＡＰ）、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐
（Ｔｒｉｓ）、１－乙基－（３－二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐
（ＥＤＣ）购自 Ａｌｆａ　Ａｅｓａ试剂公司；４－二甲氨基吡啶购
自西亚试剂公司；５－氨基－１－戊醇、三氟甲磺酸酐
（Ｔｆ２Ｏ）、１－叔丁氧羰基哌嗪、三氟乙酸购自Ａｌｄｒｉｃｈ试
剂公司；乙酸钯和碳酸铯购自百灵威科技公司；吡啶、
二氯甲烷、三乙胺、Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、乙酸
乙酯、石油醚、甲醇、甲苯购自国药集团化学试剂有限
公司；磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）和尼日利亚菌素购自
Ｓｉｇｍａ试剂公司；ＬＢ培养基原料购自 ＯＸＯＩＤ公司，
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌菌株均购自 ＡＴＣＣ公司．
除乙腈为色谱纯外，其余试剂均为分析纯．柱层析硅胶
（２００～３００目）购自于黄海化学试剂公司．实验所用水
均为超纯水 （１８．２ＭΩ·ｃｍ）．
酶标仪（Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｍ５），低分辨质谱（ＭＳ）仪
（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎ　Ｅｓｑｕｉｒｅ　３０００ｐｌｕｓ），ＮＭＲ仪（Ｂｒｕｋｅｒ
ＡＶ　５００ＭＨｚ），激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ　ＳＰ５），离心
机（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）．
１．２　合成与表征
采用文献［２４］中的方法，用１－叔丁氧羰基哌嗪取
代荧光素的羟基合成罗丹明衍生物（化合物１）．７－（二
乙基氨基）－Ｎ－（５－羟基戊基）香豆素－３－甲酰（ＣＭ）参考
文献［２５］中的方法，用５－氨基－１－戊醇与香豆素缩合而
得（图１）．
化合物２的合成：称取６００ｍｇ化合物１（０．９０
ｍｍｏｌ）于２５ｍＬ圆底烧瓶中，在氮气保护下用１０ｍＬ
二氯甲烷溶解并将圆底烧瓶置于冰浴中．然后加入
０．６２ｍＬ三乙胺（４．４８ｍｍｏｌ）碱化，再加入５１１ｍＬ
ＨＡＴＵ（１．３５ｍｍｏｌ）和２２ｍｇ　４－二甲氨基吡啶 （０．１８
ｍｍｏｌ），搅拌２ｍｉｎ后加入４６５ｍｇ　ＣＭ （１．３５ｍｍｏｌ）．
５ｍｉｎ后将圆底烧瓶从冰浴中取出，继续在室温下搅
拌过夜．反应后直接将溶剂减压旋干，过层析柱．先用
纯乙酸乙酯为洗脱剂除去杂质，再用Ｖ（甲醇）∶Ｖ（三
乙胺）∶Ｖ（二氯甲烷）＝５∶１∶９４为洗脱剂分离出产物，
得８０５ｍｇ红色固体，产率９０％．１Ｈ－ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）：δ８．７６（ｔ，Ｊ＝５．５Ｈｚ，１Ｈ），８．６４（ｓ，１Ｈ），
８．３１（ｄ，Ｊ＝７．８Ｈｚ，１Ｈ），７．８１（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，１Ｈ），
７．７５（ｔ，Ｊ＝７．６Ｈｚ，１Ｈ），７．４４（ｄ，Ｊ＝９．０Ｈｚ，１Ｈ），
７．３２（ｄ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，１Ｈ），７．１７（ｄ，Ｊ＝９．４Ｈｚ，２Ｈ），
７．１０（ｄ，Ｊ＝９．６Ｈｚ，２Ｈ），７．０５（ｓ，２Ｈ），６．６９（ｄｄ，
Ｊ＝８．９，１．６Ｈｚ，１Ｈ），６．４８（ｓ，１Ｈ），４．０１（ｔ，Ｊ＝６．２
Ｈｚ，２Ｈ），３．７８（ｓ，９Ｈ），３．６８（ｓ，９Ｈ），３．４８（ｑ，Ｊ＝
６．９Ｈｚ，４Ｈ），３．３４～３．３０（ｍ，２Ｈ），３．１６（ｑ，Ｊ＝７．１
Ｈｚ，４Ｈ），１．４８（ｓ，１６Ｈ），１．３８（ｔ，Ｊ＝７．２Ｈｚ，６Ｈ），
１．２５（ｄｄ，Ｊ＝９．１，５．０Ｈｚ，８Ｈ）．１３Ｃ－ＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，
ＣＤＣｌ３）：δ１７１．０３，１６４．９３，１６３．０７，１６２．７１，１６０．２６，
１５７．９６，１５７．５５，１５６．９３，１５４．３６，１５２．６９，１４７．８５，
１３２．９８，１３２．９２，１３１．４０，１３１．１２，１３０．５７，１３０．００，
１１４．９６，１１４．５２，１１０．１９，１０９．６５，１０８．１３，９７．６１，
９６．２７，８０．４７，６５．４３，６０．２８，５３．６２，４６．７０，４６．３１，
４５．０４，３９．１３，２９．０２，２８．２７，２８．２０，２７．９０，２３．２３，
２０．９８，１４．１４，１２．３５，８．７１．ＭＳ（电喷雾模式（ＥＳＩ））：
Ｃ５７Ｈ６９Ｎ６Ｏ１０＋ ［Ｍ＋Ｈ＋］，ｍ／ｚ＝９９７．５１（计算值），
９９７．５（测定值）．
ＣＭ－ＲＢ的合成：称取８００ ｍｇ化合物２（０．８０
ｍｍｏｌ）于２５ｍＬ圆底烧瓶中，加入１０ｍＬ　Ｖ（三氟乙
酸）∶Ｖ（二氯甲烷）＝１∶４的混合溶液溶解，在室温下搅
拌反应２ｈ，反应后直接将溶剂减压旋干，过层析柱．先
用Ｖ（甲醇）∶Ｖ（三乙胺）∶Ｖ（二氯甲烷）＝５∶１∶９４为洗
脱剂除去杂质，再用Ｖ（甲醇）∶Ｖ（三乙胺）∶Ｖ（二氯甲
烷）＝７０∶１∶２９为洗脱剂分离出产物，得４８０ｍｇ红色
固体，产率７５％．１Ｈ－ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＭｅＯＤ）：δ８．５３
（ｓ，１Ｈ），８．３２（ｄ，Ｊ＝７．８Ｈｚ，１Ｈ），７．８５（ｔ，Ｊ＝７．５
Ｈｚ，１Ｈ），７．８０ （ｔ，Ｊ ＝７．７ Ｈｚ，１Ｈ），７．４７ （ｄｄ，
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试剂和条件：ａ．Ｔｆ２Ｏ，吡啶；ｂ．ＢＩＮＡＰ，乙酸钯，碳酸铯，１００℃，氮气；
ｃ．１－羟基苯并三唑，ＥＤＣ，三乙胺；ｄ．ＨＡＴＵ，４－二甲氨基吡啶，三乙胺；ｅ．三氟乙酸，二氯甲烷．
图１　荧光探针ＣＭ－ＲＢ的合成
Ｆｉｇ．１ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｒｏｂｅ　ＣＭ－ＲＢ
Ｊ＝１７．５，８．２Ｈｚ，２Ｈ），７．３５（ｄ，Ｊ＝９．３Ｈｚ，４Ｈ），
７．２９（ｄ，Ｊ＝９．２Ｈｚ，２Ｈ），６．７７（ｄｄ，Ｊ＝９．０，１．５Ｈｚ，
１Ｈ），６．４８（ｓ，１Ｈ），４．１０（ｄ，Ｊ＝４．６Ｈｚ，８Ｈ），３．９７
（ｄｄ，Ｊ＝１２．２，６．３Ｈｚ，２Ｈ），３．５６～３．４５（ｍ，１２Ｈ），
３．２６（ｔ，Ｊ＝６．９ Ｈｚ，２Ｈ），１．４９～１．４０ （ｍ，２Ｈ），
１．４０～１．３２ （ｍ，２Ｈ），１．２２ （ｔ，Ｊ＝７．０ Ｈｚ，６Ｈ），
１．１４～１．０６（ｍ，２Ｈ）．１３Ｃ－ＮＭＲ（１２６ＭＨｚ，ＭｅＯＤ）：δ
１６５．１５，１６３．７２，１６２．５７，１６１．８０，１５８．４１，１５７．６２，
１５７．２２，１５３．１３，１４７．６９，１３２．７６，１３１．５１，１３１．２５，
１３１．０９，１３０．５３，１３０．２１，１３０．０６，１１５．３９，１１５．１７，
１１０．３３，１０８．６８，１０８．０３，９８．０７，９５．８３，６５．１３，４４．６７，
４３．８３，４２．６７，３８．８６，２８．５５，２７．６４，２２．９２，１１．４０．ＭＳ
（ＥＳＩ）：Ｃ４７Ｈ５３Ｎ６Ｏ６＋［Ｍ＋Ｈ＋］，ｍ／ｚ＝７９７．４０（计算
值），７９７．４（测定值）．
１．３　ＣＭ－ＲＢ的ｐＨ滴定
将ＤＭＦ溶解的ＣＭ－ＲＢ加到Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液
（ｐＨ 分别为４．０，４．５，４．７，４．９，５．１，５．３，５．５，５．７，
５．９，６．１，６．５，７．０，７．５，８．０，８．５，９．０）与４０％（体积分
数）甲醇的混合溶液中，配制成１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＭ－ＲＢ
溶液，每个ｐＨ 梯度配３个相同的样品；再分别采用
４３０和５４０ｎｍ的光激发ＣＭ－ＲＢ探针的香豆素和罗
丹明结构单元，测定探针的荧光发射光谱．
１．４　ＣＭ－ＲＢ的毒性测试
在３７℃下分别将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌置
于ＬＢ培养基中生长至６００ｎｍ下的光密度（Ａ６００）达
到０．５左右，离心后用新的ＬＢ培养基稀释到Ａ６００为
０．２５左右．各移取３份细菌液至２．０ｍＬ离心管中，分
别添加０，５０和１００μｍｏｌ／Ｌ 的 ＣＭ－ＲＢ（以不添加
ＣＭ－ＲＢ的为对照组，添加５０和１００μｍｏｌ／Ｌ　ＣＭ－ＲＢ
的为处理组），振荡摇匀，继续在３７℃下孵育２４ｈ．分
别在０，３，６，９，１２和２４ｈ测量并记录其Ａ６００值．
１．５　ＣＭ－ＲＢ孵育的细菌在不同ｐＨ下的荧光
响应
　　在３７℃下分别将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌置
于ＬＢ培养基中生长至Ａ６００达到０．６，然后用新的ＬＢ
培养基稀释至Ａ６００为０．３；接着在３７ ℃下添加５０
μｍｏｌ／Ｌ　ＣＭ－ＲＢ孵育１ｈ，然后离心，用ＬＢ培养基清
洗３次；再分别用１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　４．０～８．０的ＰＢＳ
稀释，最后用激光共聚焦显微镜成像：分别以５４３和
４０５ｎｍ的光激发探针，采集罗丹明（５５０～６１０ｎｍ）和
香豆素（４５０～５１０ｎｍ）结构单元的荧光发射光谱．
１．６　尼日利亚菌素对细菌成像的影响
在３７℃下分别将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌置
于ＬＢ培养基中生长至Ａ６００达到０．６，再用新的ＬＢ培
养基稀释至Ａ６００为０．３；接着在３７℃下添加５０μｍｏｌ／
Ｌ　ＣＭ－ＲＢ孵育细菌１ｈ，然后离心，用新的ＬＢ培养基
清洗３次；然后将每种细菌分为两部分，一部分在３７
℃下进一步用１μｍｏｌ／Ｌ尼日利亚菌素孵育３０ｍｉｎ，
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然后离心，用ＬＢ培养基清洗３次，另一部分不进行该
处理（作为对照）；再分别用１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　４．０～
６．０的ＰＢＳ稀释，最后用激光共聚焦显微镜成像．
２　结果与讨论
２．１　ＣＭ－ＲＢ的设计与合成
为了利用细菌的跨膜负电势驱动进入其内部并
产生较好的检测效果，设计了带正电荷的荧光探针
ＣＭ－ＲＢ，它包含了一个香豆素发光团和一个连接哌嗪
基团的罗丹明作为酸敏感“开关”；基于文献报道的连
接哌嗪基团的罗丹明分子内的ｐＨ关联光诱导电子转
移（ＰＥＴ）效应［８，２６－３２］（图２（ａ）），认为带正电荷的ＣＭ－
ＲＢ可以在细菌的跨膜负电势驱动下聚集在细菌内
部，并在ｐＨ酸化条件下抑制ＰＥＴ效应得到增强红色
荧光，用于细菌与酸性环境关联的分析（图２（ｂ））．其
创新性在于发展了一种新型的利用正电荷探针靶向
活细菌并通过双色法分析细菌内部酸化过程的方法．
如图１所示，以荧光素为起始原料，用１－叔丁氧羰基
哌嗪取代荧光素的羟基合成罗丹明衍生物（化合物
１），再与ＣＭ缩合后脱除叔丁氧羰基（Ｂｏｃ），得到目标
探针ＣＭ－ＲＢ．相关化合物均通过层析柱分离纯化（纯
度９８％），所涉及合成步骤产率较高（＞７５％），产物稳
定，可长期保存．
（ａ）连接哌嗪基团罗丹明的ｐＨ关联ＰＥＴ效应；（ｂ）带正电荷的ＣＭ－ＲＢ通过细菌跨膜负电势驱动聚集
在细菌内部，酸性条件下通过质子抑制ＰＥＴ效应得到增强的罗丹明荧光．
图２　基于电势差驱动、酸性激活的荧光探针ＣＭ－ＲＢ的细菌酸化成像示意图
Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｒｏｂｅ
ＣＭ－ＲＢ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｄｒｉｖｉｎｇ　ａｎｄ　ａｃｉｄ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
２．２　ＣＭ－ＲＢ的ｐＨ滴定分析
如图３所示，ＣＭ－ＲＢ的罗丹明和香豆素结构单元
的荧光发射峰分别在５７０和４７０ｎｍ．在ｐＨ　８．０～９．０
范围内，罗丹明结构单元的荧光发射峰强度很弱，在
ｐＨ　５．５～７．５范围内其值随着ｐＨ 的减小显著上升
（图３（ａ）和（ｃ）），这和图２（ａ）中描述的质子抑制的
ＰＥＴ效应相一致．伴随着酸性条件下罗丹明结构单元
信号的显著上升，ＣＭ－ＲＢ中的香豆素结构单元随着
ｐＨ的减小则只显示出轻微的波动（图３（ｂ）和（ｃ）），这
与设计相吻合．如图３（ｄ）所示，ＣＭ－ＲＢ的酸敏感反应
使得细菌在ｐＨ　５．５～７．５范围内能够通过改变探针
的比率荧光（即５７０和４７０ｎｍ的荧光强度比值Ｉ５７０／
Ｉ４７０）进行酸化成像．
２．３　ＣＭ－ＲＢ的毒性分析
为了确定 ＣＭ－ＲＢ对细菌的毒性作用，考察了
ＣＭ－ＲＢ对革兰氏阴性大肠杆菌和革兰氏阳性金黄色
葡萄球菌生长的影响，结果如图４所示：随着孵育时
间的增长，在０～１２ｈ内，对照组与处理组中大肠杆菌
的增长速度基本相同；在１２～２４ｈ，对照组与处理组
中大肠杆菌的生物量均下降，降幅基本一致，说明
ＣＭ－ＲＢ对大肠杆菌的毒性作用较小．金黄色葡萄球菌
在０～９ｈ内，其对照组与处理组的细菌增长速度基本
相同；而在９～２４ｈ，与对照组相比，处理组的增速降
低，表明孵育９ｈ以后ＣＭ－ＲＢ对金黄色葡萄球菌可能
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（ａ）ｐＨ　４．０～９．０范围内１０μｍｏｌ／Ｌ　ＣＭ－ＲＢ中罗丹明结构单元的荧光发射谱图 （λｅｘ＝５４０ｎｍ）；（ｂ）ｐＨ　４．０～９．０范围内
１０μｍｏｌ／Ｌ　ＣＭ－ＲＢ中香豆素结构单元的荧光发射谱图（λｅｘ＝４３０ｎｍ）；（ｃ）ＣＭ－ＲＢ的ｐＨ
滴定曲线；（ｄ）依赖于ｐＨ值的罗丹明与香豆素结构单元的荧光强度比．
图３　ｐＨ关联ＣＭ－ＲＢ的比率荧光
Ｆｉｇ．３ ｐＨ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｒａｔｉｏｍｅｔｒｉｃ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｏｆ　ＣＭ－ＲＢ
图４　ＣＭ－ＲＢ对大肠杆菌（ａ）和金黄色葡萄球菌（ｂ）生长的影响
Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＣＭ－ＲＢ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ（ａ）ａｎｄ　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ（ｂ）
有一定的毒性作用．考虑到实验时间一般不超过９ｈ，
这些结果显示在本研究采用的实验条件下ＣＭ－ＲＢ的
细菌毒性较小．
２．４　酸性环境下细菌内部 ＣＭ－ＲＢ的荧光
响应
　　图５所示为不同ｐＨ条件下大肠杆菌和金黄色葡
萄球菌中ＣＭ－ＲＢ的荧光响应，可以看出，在激光共聚
焦荧光显微镜中能观察到不同ｐＨ下细菌内部较强的
香豆素结构单元的蓝色荧光，表明ＣＭ－ＲＢ有效聚集
在大肠杆菌和金黄色葡萄球菌内部；与香豆素信号相
比，罗丹明结构单元的荧光强度随着ｐＨ 减小逐渐增
强．这些结果表明ＣＭ－ＲＢ能够被活细菌吸收，并且在
酸性环境下细菌内部能够显示出双重荧光，可用于双
色法分析细菌内部的酸化过程．
２．５　酸性环境下膜通透细菌内部ＣＭ－ＲＢ的
荧光响应
　　尼日利亚菌素是一种质子载体，它能够破坏细菌
膜电位并穿过细菌膜，使得细菌内部和外部环境酸性
相同．为了检测在膜电位降低情况下ＣＭ－ＲＢ是否还
留在细菌内，以及细菌膜通透对细菌内部ｐＨ 变化的
影响，用尼日利亚菌素处理大肠杆菌和金黄色葡萄球
菌．如图６所示：在不同酸性ｐＨ 条件下，用尼日利亚
菌素处理过的两种细菌内罗丹明结构单元的红色荧
光都比对照组的荧光亮度更高，颜色更深；而且清洗
·９５４·
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图５　在不同ｐＨ条件下大肠杆菌（ａ）和金黄色葡萄球菌（ｂ）中ＣＭ－ＲＢ的荧光响应
Ｆｉｇ．５ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　ＣＭ－ＲＢ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ（ａ）ａｎｄ　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ（ｂ）ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
之后红色荧光仍然在细菌内部，亮度并未减弱，洗液
中也没有发现荧光探针溢出．这些结果表明膜通透后
ＣＭ－ＲＢ荧光探针锚定在细菌细胞内并产生了强烈的
酸响应，也间接说明探针进入细菌并非通过膜渗透而
是通过电势驱动进入，且该探针能够利用ＰＥＴ效应起
到增强荧光的效果．
＋表示尼日利亚菌素处理组；－表示对照组．
图６　细菌膜通透情况下大肠杆菌（ａ）和金黄色葡萄球菌（ｂ）中ＣＭ－ＲＢ在不同ｐＨ条件下的荧光响应
Ｆｉｇ．６ Ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　ＣＭ－ＲＢ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ（ａ）ａｎｄ　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ（ｂ）ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｗｈｅｎ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｅｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｉｓ　ｐｅｒｍｅａｂｌｅ
由于细菌进化了不同的方法来抵消外部酸性环
境的负面影响．如图６所示，膜的低通透性也是细菌抵
消外部极端酸性的一种有效方法．因此，增加细菌膜的
通透性将有助于提高酸性介质的灭菌效率．这对于日
常生活中进行灭菌消毒、预防细菌感染等方面具有重
要的启示作用．
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３　结　论
细菌和酸性环境之间的相互作用是微生物学研
究的一个重要领域．含有内标信号香豆素和酸敏感的
罗丹明衍生物组成的电势差响应阳离子探针ＣＭ－ＲＢ
能够有效聚集在细菌内部，并对ｐＨ 变化产生敏感的
比率荧光信号（碱性条件下显蓝色荧光，酸性条件下
红色荧光增强）．另外，ＣＭ－ＲＢ具有亮度高、背景信号
少和在水中溶解性好的特点，使其适合分析细菌内部
ｐＨ变化．本研究提供了一个分析细菌与酸性环境相
互作用的简单有效的方法，该方法在研究杀菌剂等方
面具有潜在用途．
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